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Gewebeverkiebbare kollagene Wundaufiage. 

© Gewebeverkiebbare, flachenformige, kollagene Wun- 
daufiage aus Kollagen und Fibrinogen die schichtweise 
aufgebaut ist und eine 0,3 bis 2 cm dicke Kollagenschicht 
enthatt. die wenigstens an einer Oberflache eine 0,2 bis 2 
mm dicke Rbrinogenschicht mit einer Fibrinogenmenge von 
0.5 bis 10 mg/cm 1 aufweist und eine verbesserte Wundhei- 
lung ermoglicht 
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Gewebeverklebbare kollagene Wundauflage 

Kollagen wird seit geraumer Zeit in der Chirurgie 
verwendet. Es kann in Form von Schwammen oder Fasern 
zur Blutstillung verwendet werden und ist auch nach 
entsprechender Modif izierung zur Beschleunigung der 
5 Wundheilung geeignet. Bei Patienten mit defekter Blut- 
gerinnung oder bei groBf lachigen Blutungen genugen 
iibliche kollagene Wundauflagen nicht. Man hat daher 
bereits versucht, Kollagenmaterial mit dem Gewebe zu 
verkleben, wobei man Kleber auf Basis Resorcin-For- 
10 maldehyd, Kollagen oder Gelatine verwendete. Solche 
Kleber sind zwar hamostyptisch, jedoch wegen ihrer 
Toxizitat fur die Praxis ungeeignet. Dies gilt auch 
fUr Acrylatkleber und die Kombination mit kollagenen 
Wundauflagen. 

15 

Es ist bekannt, daB Kollagen kovalente Vernetzungen 
mit Bindegewebebestandteilen eingehen kann. Dabei 
finden Vernetzungen vom Kollagen iiber Schiff-Basen 
sowie Aldolkondensation statt. Bekannt ist auch, daB 
20 bei Basalmembranen die Gewebef estigkeit zusStzlich 
durch S-S Briicken des Basalmembrankollagens er- 
reicht wird. Bekannt ist weiterhin, Proteine, wie 
Albumin mit intermolekularen S-S Bindungen nach milder 
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Reduktion und nachf olgender Oxidation fiber S-S 
Brucken zu vernetzen. 

Bei Verletzungen bildet sich durch die Blutgerinnung 
5 ein primarer WundverschluB . Hierfur sind aggregierte 
Thrombozyten und ein Fibrinnetzwerk verantwortlich . 
Es ist bekannt, daB einzelne Fibrinmolekiile durch 
Transglutaminasen (wie Faktor XIII) vernetzt verden. 
Hierbei bilden sich neue Peptidbindungen zwischen Glut.- 
10 aminsaure und Lysin benachbarter Ketten. Mit der 

Technik der Fibrinklebung , also durch Verwendung von 
Fibrinogen und Thrombin, wird die Endphase der plas- 
matischen Blutgerinnung nachgeahmt . 

15 Die Fibrinklebung allein ist nicht in der Lage, groB- 
flachige Blutungen zu stillen- Dies gelingt erst 
durch eine kombinierte Anwendung der Fibrinklebung 
mit einer resorbierbaren kollagenen Wundauflage. 
Jedoch muB man dabei drei Komponenten bereithalten*, 

20 nSmlich die kollagene Wundauflage, Thrombinlosung 
mit Antif ibrinolytika und. eine tief gef rorene hoch- 
konzentrierte Fibrinogenlosung. Da Blutungen haufig 
plotzlich und unprogrammiert auftreten, stehen diese 
drei Komponenten im entscheidenden Augenblick 

25 haufig nicht anwendungsbereit zur Verfugung, denn 
zumindest die tief gef rorene Fibrinogenlosung muB 
zuvor aufgetaut werden. Auch das Mischen vor der 
Applikation ist verhaltnismaBig kompliziert. 

30 In der "Wiener medizinische Wochenschrif t Nr. 7 (1976)" 
wird auf den Seiten 86 bis 89 uber die lokale Anwen- 
dung von Fibrinogen und Kollagen zur Blutstillung in 
der Herzchirurgie berichtet. Bei der Technik der dort 
beschriebenen Klebung verwendet man humanes Fibrinogen- 

3 5 KryoprSzipitat, Thrombin, ein Faktor XIII Konzentrat 
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sowie ein Kollagenvlies. Das Fibrinogen wird auf 
die gewtinschte Stelle aufgebracht und dort durch den 
Zusatz der Thrombinlosung und von Faktor XIII zur 
Gerinnung gebracht, Bei starkeren Blutungen wendet 
5 man das Kollagenvlies als vollstandig resorbierbare 

TrMgersubstanz an, wobei man auf das Kollagenvlies die 
Losungen auftragt und anschlieBend das Kollagen mit 
der mit Fibrinogen beschichteten Seite auf die bluten- 
de Stelle aufpreBt. Dadurch soli eine vollstandige 
10 Auspolymerisierung des Fibrins und Haftung der Fibrin- 
fasern im Gewebe erfolgen. Bei dieser Klebetechnik 
erfolgt die Beschichtung des Kollagens mit Fibrinogen 
erst unmittelbar vor der Anwendung, urn ein Kollabieren 
des Kollagenschwammes weitgehend zu vermeiden. 

15 

Aufgabe der Erfindung ist 6s, dem Chi-rurgen eine 
kollagene Wundauflage zur Verfiigung zu stellen, die 
in vorbereiteter Form direkt wahrend der Operation 
angewendet werden kann und wcbei die vorerwahnten Nachteile der 
20 Fibrinklebung in K<?mbination mit resorbierbarem 

Kollagen nicht auftreten. Verbunden mit dieser Auf- 
gabe ist es, eine lagerfahige Kollagenzubereitung 
zur Verfiigung zu stellen, die die fur die Einleitung der 
lokalen Hamosta&e erf orderlichen Komponenten enthalt. 

25 

Diese Aufgabe wird durch eine gewebe.verklebbare, 
kollagene Wundauflage gemaB dem Anspruch 1 gelost. ' 

Die erf indungsgemaBe Wundauflage hat einen schichtwei- 
30 sen Aufbau. Die Hauptschicht besteht hierbei aus dem 

Kollagen und zwar hat diese Schicht eine Dicke zwischen etwa 
0,3 und 2 cm, vorzugsweise 0,7 bis 1 cm. Einseitig oder 
beidseitlg auf dieser Kollagenschicht befindet sich eine 
Fibrinogenschicht. Diese Fibrinogenschicht hat eine 
35 Dicke von etwa 0,2 bis 2 rrro und wird auf die Kollagen- 
oberflache aufgebracht, wobei eine Verankerung der 
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Fibrinogenmolektile mit den Kollagenmolektilen im Grenz- 
gebiet der Schichten vorliegt. 

Wesentlich ist, daQ die Fibrinogenschicht , Fibrinogen 
5 in einer Menge von 0/5 bis 10 ng, vorzugsweise 4 mg/cm 2 
enthalt. 

Es ist haufig vorteilhaft, wenn das Fibrinogen das 
einseitig Oder beidseitig auf das Kollagen als Schicht 
10 aufgebracht wird, freie SH-Gruppen enthalt. Diese freien 
SH-Gruppen konnen zuvor in dern Fibrinogen durch reduk- 
tive Spaltung der Disulf idbriicken ausgebildet sein, 
oder indem man Fibrinogen mit SH-Gruppen haltigen Fi- 
brinogen abmischt* Weiterhin ist es auch moglich die in 

15 Fibrinogen enthaltenen Disulf idbrucken unverandert zu 
lassen und zusatzlich SH-Gruppen einzubauen, z.B. nach 
der Methode von Benesch & Benesch in "Proceedings of 
the National Academy of the USA, Washington" , Band 44, 
1958, S. 848 bis 853 oder Biochem. Journ. 1966 101 , Seiten 

20 717 bis 720 (Stephen und Mitarbeiter) . 

Es kann vorteilhaft sein, wenn neben dem Fibrinogen 
wenigstens eine der Schichten noch Antif ibrinolytika 
und/oder polyvalente Proteinaseninhibitoren enthalt, 
25 wobei auBerdem noch Thrombin vorhanden sein kann, mit 

dem Proviso, daB das Thrombin sich nicht in der gleichen 
Schicht oder in unmittelbarem Kontakt mit Fibrinogen 
befindet. 

30 Die Herstellung der erf indungsgemaSen kollagenen Wund- 
auflage kann in folgender Weise erfolgen: 



35 
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ZunSchst wird Kollagen in an sich bekannter Weise 
prapariert. Das Kollagen soil dabei vorzugsweise 
einen Reinheitsgrad, ausgedriickt durch das Gewichts- 
verhSltnis von Stickstoff zu Hydroxyprolin <4, ins- 
besondere <3 aufweisen. 

Faktor N/Hyp = 



mg 4 -Hyp 
Mol.Bio.44 1969,Seite 161. 



Eine 1,5 %-ige Kollagenlosung in 0,05 %-iger Essig- 
saure wird in bekannter Weise zu einem 0,5 cm dicken 
Kollagenschwaram gef riergetrocknet. Erwiinschtenf alls 
kann man bei dieser Gef riertrocknung auch eine 
LSsung einsetzen, welcher man zuvor Antif ibrinolytika 
15 (Tra-nexamsaure) und/oder poyvalente Proteinaseninhi- 
bitoren (Aprotinin) zugegeben hat, wobei diese in 
solchen Mengen zugegeben werden, daB im fertigen Kolla- 
genschwamin pro cm 2 eine Konzentration von 0,2 bis 10 mg 
bzw. 4-bis -1000 KIE vorliegt. 

20 

Getrennt von der Herstellung des Kollagenschwamms wird 
eine Fibrinogenlosung wie folgt hergestellt: 

Fibrinogen fiir Inf usionszwecke wird in iso£. NaCl 
2 ^ bis zu einer Konzentration von 30 mg Fibrinogen pro 
ml gelost*. Diese Losung wird dann mit einer iiblichen 

Spruhvorrichtung auf den zuvor hergestellten Kolla- 
genschwamm unter sterilen Kautelsn in einer Dicke 

von 0,2 bis 2 mm aufgespruht, die eine Menge von 0,5 

30 bis 10 mg/cm 2 ergibt, sofort gef riergetrocknet , wobei die 

dadurch ausgebildete Schichtdicke in der Regel 2 mm 

SchichthShe nicht iibersteigen darf, weil sonst die 

Haftung dieser Schicht schlecht ist. Mit dieser Tech- 

nik wird eine ausreichende Verankerung in der Kollagen- 

35 matrix sichergestellt . Gewunschtenf alls konnen auch 
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in die Fibrinogenschicht Antif ibrinoly tika und/oder 
polyvalente Proteinaseninhibitoren* eingearbeitet werden. 

Es ist bekannt, Kollagen als Trager fur Antibiotika, 
5 wie Gentamycin zu verwenden. Auch die erf indungsge- 
maBen Wundauflagen konnen Wirkstoffe enthalten, 
beispielsweise Gentamycin , Tetracyclin Oder 
andere Antibiotika oder Chemoterapeutika. 

1 0 Herstellung von Kollagen : 

Von alien Pigmentschichten aind Muskelresten befreite 
frische Rindersehnen wurden homogenisiert und eine 
Menge, die 100 g Trockengewicht entspricht, in 3 1 
15 0,05 m Zitratpuffer (pH 3,7) 24 Stunden lang extra- 
hiert und anschlieBend gegen 1 % Essigsaure 12 Stun- 
den dialysiert. . . 

Das in 3 1 1 % Essigsaure suspendierte Gewebe wird 
20 48 Stunden bei 10°C unter standigem Riihren mit Pep- 
sin im Verhaltnis Kollagen : Pepsin = 50 : 1 inku- 
biert. 

Der Ansatz wird mit 1 % Essigsaure auf 5 1 verdunnt 
25 und durch Zentrif ugation von den ungelosten Sehnen- 
fragmenten befreit. 

Die viskose Kollagenlosung wird gegen alkalisiertes 
Leitungswasser (pH 8,0) dialysiert und dann scharf 

30 zentrifugiert. Der Ruck stand wird erneut in 5 1 

1 % Essigsaure gelost und dialysiert* Dieser Vorgang 
wird wiederholt, bis der Faktor Stickstof f :4-Hydroxy- 
prolin < 3 ist. Nach dem letzten Dialysieren wird 
mit 0,05 % Essigsaure eine 1,5 %-ige Kollagenlosung 

35 hergestellt, die fiir die nachf olgenden Versuche ver- 
wendet wird. 
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Zur Herstellung einer Antif ibrinolytlka- und/oder Pro- 
teinaseninhibitor-haltigen Kollagenschwanunes von 
10 x 10 x 0,5 cm werden 50 ml der Kollagenlosung mit 
0/2 g Tranexamsaure und/oder 4 0.000 KIE Aprotinin 
5 versetzt und gefriergetrocknet. 

Zur Herstellung eines Kollagen-Gentamycin-Schwamms 
von 10 x 10 x 0,5 cm werden 50 ml der Kollagenlosung 
auf pH 1 bis 2 eingestellt, mit 100 mg Gentamycinsulf at 
10 versetzt und gefriergetrocknet. 

Herstellung von Fibrinogenlosung; 

Im Handel befindliches steriles Fibrinogen wird in 
15 steriler isotoner Na HC1 gelost, so daB eine Losung von 
30 mg Fibrinogen/ml Losung vorliegt, die fur die 
nachf olgenden Versuche verwendet wird. 

Um ein SH-Gruppen-modif iziertes Fibrinogen zu erhalten, 
20 arbeitet man wie folgt: 

Fibrinogen wird in isotoner Kochsalzlosung bis zu einer 
Konzentration von 20 mg/ml gelost. 1 0 ml dieser Fibri- 
• nogenlosung werden mit 1 ml einer N - Ace ty lhomocy stein- 

25 thiolaktcnlosung (60 mg/ml Aqua dest) und 10 ml eines 

Carbonatpuff ers (pH 10,6) versetzt und bei 0°C 35 Minuten 
inkubiert. Die Reaktion wird dann durch Zugabe von 40 ml 
eines Phosphatpuf f ers pH 7,0 i 0,4 gestoppt. AnschlieBend 
wird mit der Technik der Membranf iltration unter 

30 Verwendung eines Filters (Ausschluflgrenze Molekularge- 
wicht 5.000) die Losung entsalzt und gleichzeitig ein- 
geengt. 

35 
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Herstellung von Wundauf lagen , die Kollagen und 
Fibrinogen en thai ten: 

Es wird zunachst 100 ml einer 1 %-igen Kollagen- 
5 losung in eine Metallform von 10 x 10 cm gege- 
ben, nach ublicher Technik gef riergetrocknet und 
der resultierende Schwamm dann sterilisiert. Unter 
aseptischen Bedingungen wird nun dieser sterilisierte 
Kollagenschwamm mit einer Fibrinogenlosung bespruht, 

10 wobei pro Quadratzentimeter Kollagenoberf lache 
5 mg Fibrinogen aufgetragen werden. 
AnschlieBend erfolgt eine erneute Gef riertrocknung 
und Verpackung unter sterilen Kautelen. 
Die Kollagenschicht hat eine Dicke von 10 mm 

15 und die darauf befindliche Fibrinogenschicht eine 

Dicke von ca. 0,3 mm* 

Resultate der in vitro und in vivo Versuche mit Kolla- 
gen-Fibrinogenr sowie Gentamycin-Kollagen-Fibrinogen- 
20 Schwammen. 

In vitro: 

Die so hergestellten Wundauflagen wurden mit einer 
25 ReiBf estigkeitsmaschine getestet, bestehend aus einem 
Kraf tauf nehmer, verbunden mit einem Schreiber. Die 
Eichung erfolgte im Bereich von 100 bis 1000 Pond. Die 
Kollagen-Fibrinogenschamme wurden mit der Kollagenseite 
auf eine Plastikscheibe (D=1 cm) mittels eines tech- 
30 nischen Klebers geklebt. Die f ibrinogenbeschichtete 

Seite wurde dann mit 0,1 ml Thrombinlosung (1000 NIH/ml) 
befeuchtet und nach 20 Minuten in der Testmaschine die 
ReiBf estigkeit bestimmt. Es resultierten Werte von 
73 0 Pond/cm 2 (Mittelwert aus 7 Messungen) . 

35 
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In vivo: 

In einer Studie an 4 00 Ratten wurden die (Gentamycin) 
Kollagen-Fibrinogen-Wundauflagen.Uls Fibrocoll be- 
5 zeichnet) zur Anastomosensicherung am Colon mit der 
herkammlichen Gewebeklebung mit Plasmaf raktionen (Fi- 
brinklebesystem ■ FK) untersucht. 

a) Kontrollgruppe (Enterotomien mit 7 invertierenden 
10 EinzelknopfnShten nach Lembert. 

b) zusStzliche Applikation von FK 

c) FK mit Kollagenvlies (fibrinogen- /g entamycin-frei) 

d) Nahtsicherung mit Fibrocoll 

e) Fibrocoll mit Gentamycin ( 1 mg/cra J ) 

20 In der Initialphase der Wundheilung zeigten die mit ver-" 
schiedenen Klebesystemen behandelten Tiere bis zum 
3. postoperativen Tage im Nahtbereich eine deutlich 



25 



N. 
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hohere Wundf estigkeit . Gegeniiber der herkommlichen 
Fibrinklebetechnik waren bei Verwendung von Fibrocoll 
Adhasionen im Wundbereich vermindert. Durch die Appli- 
kation der Gentaroycin-Kollagen-Fibrinogen Wundauflagen 
5 wurde eine kontrollierte Freigabe des Antibiotikums be- 
obachtet, die Serumkonzentrationen lagen weit unter der 
toxischen Grenze. 

In einer weiteren Versuchsserie wurden Hemibepatektomien 
10 in "finger fracture technigne^bei 5 Schweinen durchgef iihrt 
und nach Ligatur der faBbaren Arterien und Venen die 
blutenden Parenchymdef ekte mit Kollagen-Fibrinogen- 
Wundauflagen versorgt. Im folgenden post opera tivem 
Verlauf wurden Nachblutungen nie beobachtet, die 
15 Resorption der Mater ialien war nach 12 Wochen abge- 
schlossen. 

Mit den (Gentamycin) Kollagen-Fibrinogen- Wundauflagen 
steht ein Material zur VerfQgung das bei einfacher, 
20 rascher, sicherer Handhabung ausgezeichnet zur Blut- 
stillung eingesetzt werden kann. Weiter wird eine 
Verbesserung der Wundheilung bei gleichzeitigem Anti- 
biotikaschutz beobachtet. 

25 
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Patentanspruche : 

1. Trockene, vlies- oder schwanunf ormige, gewebeverkleb- 
bare, flcLchenf ormige , kollagene Wundauflage aus 
Kollagen und Fibrinogen, dadurch g e k e n n - 
zeichnet , daB sie schichtweise durch 
Gef riertrocknung einer Kollagen/Fibrinogen-Kom- 
bination aufgebaut ist und eine 0,3 bis 2 cm 
dicke Kollagenschicht enthalt, die wenigstens 

an einer Oberflache eine 0,2 bis 2 mm dicke Fibri- 
nogenschicht mit einer Fibrinogenmenge von 0,5 
bis 10 mg/cm 2 aufweist und in dem Kollagen ver- 
ankert ist. 

2. Wundauflage gemaB Anspruch 1, dadurch 
gekennzeichnet , daB das Fibrinogen 
SH-Gruppen enthalt. 

3. Wundauflage gemaB Anspruch 2, dadurch 
gekennzeichnet, daB das Fibrinogen 
SH-Gruppen enthalt, die entweder durch nachtrag- 
liche Sulfhydrierung in das Fibrinogenirolektil eingebracht 
oder durch Reduktion der Disulf idbrucken *±m Fibrinogen- 
molekiil gebildet wurden. 

4. Wundauflage gemaB einem der vorhergehenden Anspriiche, 
dadurch gekennzeichnet , daB sie 
zusStzlich einen Arzneimittelwirkstof f enthMlt. 

5. Wundauflage gemSB Anspruch 4, 

dadurch gekennzeichnet , daB sie 

in wenigstens einer der Schichten Antif ibrinolytika 

und/oder polyvalente Proteinaseninhibitoren und/ 

oder Thrombin enthSlt, wobei jedoch die Kombination 

Thrombin-Fibrinogen in einer Schicht ausgeschlossen 

ist. 
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Wundauflage gemafl Anspruch 4, dadurch 
gekennzeichnet, daB der Arzneimittel- 
wirkstoff ein Antibiotikum ist. 

Wundauflage gemaB Anspruch 6, dadurch 
gekennzeichnet, daB das Antibiotikum 
Gentamycin ist. 

Wundauflage gemaB Anspruch 1 , dadurch 
gekennzeichnet, daB das Kollagen 
einen Reinheitsgrad, ausgedriickt durch das Ge- 
wichtsverhaltnis von Stickstof f zu 4-Hydroxyprolin 
von <.4, vorzugsweise <3 hat. 
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